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(54)Tlrre: NOUVEL ANTIGENE LYMPHOCYTAIRE. ANTICORPS CORRESPONDANT ET LEURS APPLICATIONS 
(57) Abstract 

Antigenic protein consisting of a 150 ± 10 kDa glycoprotein determined by elearophoresis of the SDS-PAGE type in red- 
ucing conditions, expressed on the surface of T-cell lymphocytes in human blood. The present invention also concerns the protein 
in its dimeric form having a disulphide bond and a molecular weight of 300 ± 20 kDa. The invention further relates to antibodies 
directed against a protein of the invention, hybridoma lineages and the diagnostic and therapeutic application of proteins and an- 
tibodies according to the invention. 

(57) Abrege 

La presente invention concerne une proteine antigenique consistant en une glycoproteine de 150 ± 10 kDa determine par 
electrophorese de type SDS-PAGE dans des conditions reductrices, exprimee a la surface des lymphocytes Tde sang humain. La 
presente invention concerne egalement la proteine sous forme dimerique a liason disulfure de poids moleculaire 300 ± 20 kDa. 
La presente invention concerne enfin des anticorps diriges contre une proteine selon 1'invention. ainsi que des lignees d'hybri- 
domes. ainsi que 1'application des proteines et anticorps selon ('invention dans le domaine du diagnostic et therapeutique. 
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NOUVEL ANTIGENE LYMPHOCYTAIRE , ANTICORPS 
CORRESPONDANT ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention concerne un nouvel antigene lymphocy- 
taire ainsi que des anticorps correspondant a cet antigene et leurs 
applications. 

L'activation lymphocy taire induit ou augmente I'expression de 
5 plusieurs structures de surface, dont certaines, telles que les recepteurs a 
TIL2 et a la transfernne, sont directement imphquees dans la croissance 
celluiaire. En particuher, 1'activation de lymphocytes humains conduit a des 
modifications phenotypiques apparaissant soit immediatement soit a des 
temps variables apres la perturbation des structures de reconnaissance de 

1Cf l'antigene. Des changements phenotypiques peuvent etre attribues a 
^expression a la surface de la cellule de molecules inductibles telles que 
CD25(1,2) et CD7K3), ou a ^expression accrue d'antigenes de surface tels 
que CD26(^,5), CD 29(6, 7), CD<*5RO(8,9), ou a une modulation epitopique 
comme dans le cas de CD2(10,11), ou a des changements de l'affinite 

15 comme on l'a rapporte pour les molecules CD 1 1 a/CD 1 8( 1 2) et LAM 1(13). II 
n'est pas surprenant que ces molecules inductibles incluent des sous-unites 
de recepteurs de grande affinite pour diverses cytokines (2). Le plus 
souvent, elles sont detectees en utihsant un anticorps monoclonal (Acm) 
reconnaissant un recepteur putatif d'un ligand inconnu. Par exemple, les 

20 iigands de CD50M5). CD^3(16) et CD69(17 t 18) ont ete tres recemment 
identifies, alors que i'utilisation d'Acm en tant qu'agonistes contre ces 
structures avait permis d'identifier leur role crucial dans Tactivation de la 
cellule T (15, 17, 18, 19). On a montre que ces Acm augmehtent la 
concentration cy toplasmique en calcium libre, si on en fait un "cross 

25 linkage" a la surface des cellules T (19). Comme une augmentation du 
calcium cytosolique et une activation de la Proteine Kinase C (PKC) 
simultanees sont des evenements precoces et essentiels de la proliferation 
des lymphocytes T t on a mene des investigations sur les effets de ces divers 
Acm sur 1'activation des lymphocytes T humains en presence de PMA 

30 (Phorbol 12-mynstate 13-acetate), qui est un activateur de la PKC(20). 
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En outre, l'utilisation d'Acm a confirme qu'un grand nombre 
d'antigenes de surface des leucocytes et en particulier ceux induits pendant 
Tactivation sont communs aux lignees celfulaires B et T(2,3«14). 

Afin d'identifier de nouvelles structures caracteristiques des 
5 lymphocytes actives, on a, selon 1'invention, defini des anticorps monoclo- 
naux contre des clones de cellules T humaines f onctionnellement definies. 

Seion la presente invention, on a tout d'abord isole un 
anticorps monoclonal denomme BB18 reconnaissant, sur la surface 
cellulaire, un nouvel antigene lymphocytaire compose de sous-unites de 

10 150 ^10 kDa, dont I'expression sur les lymphocytes T augmente rapidement 
apres leur activation par divers stimuli notamment des lectines. En 
revanche, en presence de phorboi 12-myristate 13-acetate (PMA), 
I'expression a la surface de la cellule de cette structure de 150 ^10 kDa 
subit une modulation negative encore plus precoce que les molecules du 

15 CD3. Des etudes biochimiques ainsi qu'une analyse phenotypique ont revele 
que cette structure est differente de toutes les molecules identifies 
precedemment sur la surface cellulaire des lymphocytes. 

D'autres anticorps monoclonaux (BD16, BMfc, BM71 et BM63), 
obtenus selon Pinvention, reconnaissent la meme structure de surface que 

20 TAcm BB18. Ces anticorps sont des IgGl qui ont ete obtenues apres 
immunisation de souris Balb/c avec un clone thymique humain et fusion 
avec la lignee cellulaire NS1. Us immunoprecipitent de la surface de 
lymphocytes du sang penpherique humain ou de clones T radio-marques a 
Piode, la meme structure moleculaire. Ces anticorps reagissent avec oes 

25 epitopes differents de cette structure. Ainsi, il n'y pas d^nhibition de la 
fixation de Tanticorps BB18 en presence d'un exces de I'anticorps BDI^ et 
vice-versa. 

La presente invention a done tout d'abord pour objet une 
proteine antigenique consistant en une glycoproteine phosphorylee de ooids 
30 moleculaire de 150 10 kDa determine par electrophorese de type nRS 
PAGE dans des conditions reductrices, proteine exprimee a la surface des 
lymphocytes T humains de preference actives. 
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La presente invention a aussi pour objet une proteine 
antigenique consistant en la meme glycoproteine phosphorylee mais sous 
forme d'un dimere a liaison disulfure de poids moleculaire de 300 ^20kDa 
determine par electrophorese de type SDS PAGE dans des conditions non 
5 reductrices, proteine expnmee a la surface de lymphocytes T humains de 
preference actives, composee de sous-unites de 1 50 lOkDa telles que 
definies ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet des derives de la proteine 
sous forme monomere ou dimere caractenses en ce que la proteine se 

10 presente sous forme non glycosylee et/ou non phosphorylee ou en ce qu'elle 
comporte des glycosilations ou phosphorylations non naturelles ou 
consistant en un fragment de cette proteine comportant les sites 
antigeniques essentiels de la proteine ou des derives non glycosyles et/ou 
non phosphoryles et/ou comportant des glycosylations et/ou phosphory- 

15 lations non naturelles* 

La presente invention concerne egalement les anticorps 
monoclonaux reconnaissant un epitope d'une proteine selon l'invention, 
notamment les anticorps monoclonaux BD16, BB18, BM71 et BM63, 

ainsi que des lignees de cellules d'hybndomes produisant ces anticorps, 

20 notamment les lignees deposees a TECACC sous les numeros 92010801 pour 
I'anticorps BD16, 92010802 pour Tanticorps BB18, 93 01 1201 pour 
1'anticorps BM^, 93 01 1202 pour BM71 et 93 01 1203 pour BM63. 

La proteine, ses fragments ou derives selon l'invention peuvent 
etre obtenus a partir de la proteine naturelle elle-meme obtenue par 

25 purification a partir de cellules productrices par des techniques d'lmmu- 
noprecipitation, notamment avec les anticorps BB18, BD16, BM4, BM71 et 
BM63 ou d'autres techniques- La proteine selon l'invention, ses fragments et 
derives selon l'invention peuvent cependant egalement etre obtenus par des 
techniques d'ADN recombinant de genie genetique a partir de PADN codant 

30 pour la dite proteine mcorpore dans des vecteurs d'expression de celle-ci 
dans des cellules eukaryotes ou prokaryotes, auquel cas la glycosilation de 
la proteine recombinante obtenue peut differer de la proteine naturelle 
comme il est connu de Thomme de J'art. 
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Une proteine ou un anticorps selon 1'invention peuvent etre 
marques par un marqueur detectable en vue de leur dosage in vitro ou leur 
localisation in vivo ou ex-vivo. 

L'invention concerne en effet egalement Putihsation des 
5 proteines et anticorps selon ^invention pour le diagnostic d'etats 
pathologiques ou le suivi du traitement d'affection ou comme voyant 
d'apparition de ces affections. En particular, la presente invention 
concerne l'utihsation de ces proteines et anticorps pour le diagnostic rapide 
d'un etat d'activation precoce des cellules T lymphocytaires. 
10 Enfin, la presente invention concerne l'emploi d'une proteine, 

anticorps ou fragment d'anticorps selon Pinvention a titre de medicament 
notamment pour le traitement de maladies avec des signes de deficit 
immunitaire ou de pathologie inf lammatoire ou auto-immunes et dans le 
traitement in vivo ou ex vivo de proliferations lympholdes malignes. 
15 D'autres avantages et caractenstiques de la presente invention 

apparaitront a la lumiere de la description qui va suivre. 
Sur les figures annexees, 

- la Figure 1 represente la cinetique d'expression a la surface cellulaire de 
ia structure reconnue par BB18 apres activation des PBMC (cellules 

20 mononuclees de sang penphenque) a I'aide de PHA. Les cellules 
mononucletaires du sang penphenque ont ete marquees avant (DO), 3 
jours (D3), ou 9 jours (D9) apres la coculture avec le PHA 1 Mg/™U 
pour immunofluorescence indirecte avec BB18, CD25 n BC96 M ou un 
anticorps monoclonal negatif IgGl. Les profils de fluorescence sont 

25 figures comme des histogrammes. 

- La Figure 2 represente le PMA induisant une decroissance precoce de la 
reactivite avec BB18. Des cellules T du sang penphenque ont ete 
incubees avec du PMA I pg/ml pendant 6, 10, 2U ou IUU h. Les cellules 
ont ete lavees et traitees pour Timmunof luorescence indirecte avec des 

30 anticorps monoclonaux varies. A chaque temps de mesure, un controle 
negatif fait de cellules incubees dans les memes conditions mais sans 
PMA a ete realise. Comme on n*a pas observe de modifications des 
cellules-controles, le controle teste apres 6h de culture est presente. Les 
profils de fluorescence sont figures comme des histogrammes. 

35 - La Figure 3 represente le profil de SDS-PAGE d*un immunoprecipjte BB18 
obtenu a partir d'un iysat de cellules T cionees. Le clone immunisant B12 
de cellules T de thymus humain a ete marque en surface et lyse dans du 
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NP^O 1%. Les immunoprecipites obtenus avec BB18, CD18 ,, M232 M ou un 
anticorps monoclonal IgGl irrelevant ont ete analyses sur un gel de 
SD5-PAGE a 7,5% dans des conditions non reductrices. Les positions des 
marqueurs de masse moleculaire ont ete indiquees a gauche en kDa. 
5 - La Figure U represente l'analyse sur gel a deux dimensions (non 
reducteur/reducteur) d'un immunoprecipite BB18 obtenu a partir de lysats 
de cellules T donees. Les immunoprecipites obtenus avec Tanticorps 
monoclonal BB18 ont ete d'abord separes dans des conditions non 
reductrices (N. Red.) sur un gel a 7,5% a l'aide d'un systeme PHAST. 
10 Ensuite la bande de gel contenant 1'immunoprecipite a ete coupee et 
soumise a l'electrophorese dans la seconde dimension, comme recom- 
mande par le fabricant, apres reduction (Red.) sur un gel de SDS-PAGE a 
7,5%. Les positions des marqueurs de masse moleculaire ont ete indiquees 
a droite en kDa. 

15 - La Figure 5 represente la cinetique de la proliferation des PBMC induite 
par 1'anticorps monoclonal BB18. Des cellules mononucleates du sang 
peripherique ont ete incubees avec le CD3"X3" purifie 5 Mg/ml (triangles 
blancs), 1'anticorps monoclonal BB18 purifie 5 pg/ml (carres vides) ou 
10 Mg/ml (cercles blancs) en presence de PMA 0,2 ng/ml pendant 2 a 8 

20 jours. L'incorporation de ( 3 H)TdR a ete mesuree en "pulsant" la culture 
pendant les 16 dernieres heures. Les resultats sont exprimes comme la 
moyenne d'echantillons tripliques et le SEM a toujours ete inferieur a 
10% de la moyenne. Dans ces conditions, le PMA seul n'a induit de 
proliferation significative a aucun des temps de mesure. 

25 - La Figure 6 represente l'autoradiographie de SDS-PAGE a 8,5% 
d'immunoprecipites de BB18 et BD16 en conditions reductrices, et traites 
ou ayant subi un traitement simule a Pendo-F. Les positions des 
marqueurs de masse moleculaire sont indiquees a droite en kilodaltons. 

- La Figure 7 represente l'autoradiographie de SDS-PAGE a 12% 
30 d'immunoprecipites de BB18 et de BD16 en conditions reductrices, et 

traites ou ayant subi un traitement simule avec la protease VS 
directement dans le gel. Les positions des marqueurs de masse 
moleculaire sont indiquees a droite en kilodaltons. 

- La Figure 8 represente la comodulation de la structure de surface 
35 cellulaire PBL a 37°C pendant 8 heures, avec un exces d'Acm BBIS 
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ou 2k heures avec l'Acm BD16. Ensuite, on a soigneusement lave et 
marque les cellules avec un Acm biotinyle ou une Ig anti-souris de chevre 
marquee au FITC, comme temoin. 

- La Figure 9 represente une experience de liaison competitive entre les 
5 Acm BB18 et BD16. Le second anticorps (2nd mAb) etait biotinyle, comme 

cela est indique dans la section "Materiel et methodes", et sa liaison a 
ete revelee par streptavidnne-phycoerythrine. 

- La Figure 10 represente I'analyse par SDS-PAGE d'immunoprecipites de 

32 

BB18 et BD16 obtenus a partir d'un marquage metabolique au P de 
10 cellules T donees. On a analyse les immunoprecipites dans des conditions 
non-reductrices (partie de gauche) et dans des conditions reductrices 
(partie de droite). Les positions des marqueurs de masse moleculaire sont 
indiquees a gauche en kilodaltons. 

- La Figure 11 represente I'analyse par SDS-PAGE d'immunoprecipites de 

32 

15 BB18 et BD16 obtenus a partir d'un marquage metabolique au P (partie 

125 

degauche) ou de marquage en surface a V 1 (partie de droite) de 
cellules T donees. On a analyse les immunoprecipites dans des conditions 
non-reductrices des deux cotes. Les positions des marqueurs de masse 
moleculaire sont indiquees a droite en kilodaltons. De plus, on a utilise 
20 un Acm CD 18 comme temoin. 

- La Figure 12 represente Teffet des Acm BB18 (courbe a) et BD16 (courbe 

b) sur la concentration intracellular en Ca 2+ des cellules de Jurkat.. Les 

fleches indiquent la nature et le temps en plus de PAcm. Chaque trace 

est representative d'au moins trois experiences. L'axe des Y represente la 

2 ■*■ 

25 concentration intracellulaire en Ca * en nM, ntandis que l'axe des X 
correspond au temps en secondes. 

- La Figure 13 represente la cinetique des reponse proliferatives des PBL a 
une paire CD2 d'Acm (CD2X11 - D66) en presence ou en Tabsence d'Acm 
BB18 ou BD 16. On a utilise des Acm BB18 ou BD16, solubles et purifies, 

30 avec une concentration finale de 5 pg/ml. 
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En revanche, 1'incubation de PBMC avec du PMA induit une 
modulation negative rapide suivie d'une reexpression complete dans les 2k 
heures. Cette molecule n'est pas specifique de la cellule T car elle est aussi 
expnmee dans des lignees cellulaires B EBV-transformees. De plus, les 
5 cellules prohferent quand ce dimere a ete stimule en presence de 
concentrations submitogeniques de PMA. 

L MATERIEL ET METHODES 

10 

1. Anttcorps monoclonaux . 

Les anticorps monoclonaux utilises tels que CDT'L^O^", 
CD2"Xir\ CD2"D66 M , CD2"CT2", CD3"OKT3 M , CD<T0516", CD8"L533", 
CD8"OKT8", CD18"M232" et CD25"BC96" ont ete sou produits localement 

15 (23) soit achetes dans le commerce. Les anticorps monoclonaux BB18 et 
BD16 ont ete prepares par immunisation de souns Balb/c avec le clone 
thymique B12 f CD^*CD8 (trois injections intraveineuses avec 20x10 

cellules). On a fusionne des cellules de rate de souns immunisees a la 
lignee cellulaire NS1 cinq jours apres la derniere injection. Le criblage 

20 initial par immunofluorescence indirecte et cytometrie de flux en utilisant 
un Facstar (Becton Dickinson, Mountain View, CA) a retenu tous les 
surnageants d'hybndomes reagissants avec les cellules immunisantes mais 
pas ou faiblement avec les cellules mononucleaires du sang peripherique au 
repos. Les cultures contenant les anticorps monoclonaux susmentionnes ont 

25 ete donees deux fois par dilution limitante. On a effectue des passages en 
sene de Thybridome clone par injection up. dans des souns Balb/c 
sensibihsees avec du pnstane. Les fluides des ascites ont ete collectes, 
ultracentrifuges et purifies par affinite, au besoin, sur une colonne de 
proteine A-Sepharose. 

30 
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2. Isolation de populations cellulaires . 

Des PBMC humaines ont ete preparees par centrif ugation par 
gradient de densite Ficoll-Isopaque. La population non-fractionnee a ete 
separee en populations E rosette-moins (E~) et E rosette-plus (E^) par 
5 interaction avec 5% de globule rouge de mouton (SRBC). Le melange a ete 
depose sur du Ficoll-Isopaque et les cellules E" ont ete recuperees a partir 
de Pinterface tandis que les cellules E* ont ete obtenues a partir du culot 
apres lyse hypotonique du SRBC. 

Les monocytes ont ete obtenus a partir des cellules E" par 
10 adherence au verre pendant une nuit. Les cellules mononucleates du sang 
peripherique CD2 + CD3 ont ete obtenues par lyse sous dependance du 
complement avec un Acm CD3 dans la fraction celluiaire E^. Des 
echantillons normaux et leucemiques ont ete obtenus a partir de la Banque 
du Sang de THopital Saint-Louis et cryopreserves comme decrit prece- 
15 demment (23). 

3. Cultures cellulaires . 

Des clones de cellules T humaines ont ete obtenues comme 
decrit ailleurs (22) et mises en culture dans du milieu RPMI-16^0 (GIBCO, 
Paisley, Ecosse) contenant 2mmol/litre de L-glutamine, de la penicilhne 

20 (100 U/ml), de la streptomycine (100 pg/ml), 10% de serum humain inactive 
par la chaleur et de Tinterleukine 2 recombinante, gracieusement fournie 
par Roussel-Uclaf (Romainville, France) (30 U/ml.) Les cellules donees ont 
ete restimulees tous les 7 jours avec des cellules nourricieres en presence 
de PHA purife (Wellcome, Beckenham, UK) a 1 pg/ml et d'interleukine 2 

25 reccmbinante. Les cellules nourricieres etaient un melange de LSP 
allogeniques irradiees provenant de trois donneurs (les memes donneurs 
etant utilises pendant plusieurs mois). Les cultures de lignees cellulaires 
humaines leucemiques ou B EBV-transformees et de lignees cellulaires 
d'hybridome etaient libres de mycoplasme et maintenues en croissance 

30 logarithmiques dans du RPMI contenant 10% de serum de veau foetal 
selectionne inactive a la chaleur et des antibiotiques. 
k. Etudes par immunofluorescence . 

Des etudes par immunofluorescence indirecte ont ete 
pratiques en utilisant une Ig antisouns conjuguee a de Pisothiocyanate de 

35 
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fluoresceine (FITC) ou de la phycoerymthrine (PE) des Laboratoires Meloy 
(Springfield, VA) comme decrit precedemment .(22). La fluorescence a ete 
lue en utilisant un microf luorometre Facstar (Becton Dickinson, Mountain 
View, CA). 

5 Pour des experiences de blocage croise, on a d'abord incube 

les cellules avec un exces d'un premier Acm pendant 30 min., puis on les a 
centrifugees et incubees avec la dilution appropriee d'un Acm biotinyle. 
Des temoins comprenaient une incubation pendant la premiere etape avec 
le meme Acm non-conjugue ou avec un Acm inadequat. Apres les lavages 

10 finaux, on a remis en suspension les cellules dans 0,3 ml d'une solution de 
formaline a 1% dans du PBS. Les anticorps purifies ont ete marques a la 
biotine en utilisant un protocole standard. En bref, apres dialyse dans un 
tampon carbonate (pH 8,8), on a incube Tanticorps (1 mg/ml) pendant 15 
min. a temperature ambiante avec de I'act-biotine (IBF, Villeneuve-La- 

15 Garenne, France). On a arrete la reaction par addition de NH^Cl 1M V et on 
a elimine la biotine libre par filtration sur gel. On a conserve congeles les 
Acm conjugues a -70°C jusqu'a leur utilisation. Les emissions par 
fluorescence du FITC et du PE ont ete discrimmees en utilisant des filtres 
passe-bandes a 530^15 et 575^12,5. 

20 5. Modulation induite par le PMA de I'expression a la surface de la cellule . 

Des PBMC ont ete incubees avec du PMA (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO) a 1 pg/ml dans un milieu de culture contenant 10% de 
FCS pendant les temps indiques. Apres un lavage compiet, les cellules ont 
ete marquees en immunofluorescence indirecte en utilisant une batterie 

25 d*anticorps monoclonaux contre diverses molecules de surface. 

6. Marquage et lmmunoprecipitations de proteines de surface cellulaire . 

Des cellules T humaines donees ont ete marquees en surface 
avec de la lactoperoxydase et quatre additions de H 2 0 2 comme decrit 
precedemment. Les cellules ont alors ete lysees dans un tampon de lyse 

30 standard 10 mM Tris-HCI (pH 7,<0, contenant 1% (PV) de Nonidet P^0, 
0,1 5M de NaCl, 1 mg/m! de BSA et 2 mM de PMSF (Phenyl Methyl 
Sulfonyl fluoride), 20 mM d^odoacetamide, et de Paprotinine a 1 lU/ml 
comme inhibiteurs des proteases. Les lmmunoprecipitations et Panalyse par 
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SDS-PAGE ont ete pratiquees comme decrit (22). Des analyses par 
electrophorese sur gel bidimensionnelle non reductrice/reductrice en 
diagonale ont ete pratiquees en utihsant des gels PHAST (Pharmacia) 
d'acrylamide a 7,5% pour la premiere et la seconde dimension selon les 
recomandations du fabricant (Pharmacia, Uppsala, Suede). L'autoradio- 
graphie de plaques de gel sechees a ete pratiquee a -70°C. Les poids 
moleculaires ont ete calcules par reference a la mobilite de proteines 
standard. 

Dans certaines experiences, a la suite de SDS-PAGE dans des 
conditions reductrices, on a visualise les bandes separees par autoradio- 
graphy du gel seche, on les a excisees, digerees avec la protease V8 dans 
un echantillon de tampon (a 1 mg/ml), et on a analyse les fragments dans 
une seconde experience de SDS-PAGE. Les sucres a ponts azotes ont ete 
elimines par traitement des immunoprecipites specifiques avec de 
l'endo-beta-N-acetylglucosaminidase-F (endo-F) (Boehringer Mannheim, 
Meylan France). On a effectue la digestion en portant a ebullition les 
immunoprecipites au BBJ8 et au BD16 pendant 4 minutes dans 50 pi de 
tampon au phosphate de potassium 100 mM, pH 6,5 contenant 50 mM 
d'EDTA, 0,5% de SDS et 1% de beta-mercaptoethanol. On a ajoute 100 ul 
de tampon au phosphate de potassium 100 mM (pH 6,5) contenant 50 mM 
d'EDTA, 1% de NPU0 et 1% de beta-mercaptoethanol avant 1'addition de 12 
Ml (0,6 IU) d'endo-F. Apres 2U h d'incubation a 37°C, on a arrete la reaction 
par addition d'un echantillon de tampon. 
7.. Tests de proliferation . 

50.000 PBMC ont ete mises en culture en triple dans des 
plaques de 96 puns a fond arrondi (Costar, Cambridge, MA) dans un volume 
total de 0,2 ml de RPMI 1640, supplemente avec 10% de serum de veau 
foetal dans un volume total de 0,15 ml de RPMI 1640, supplemente avec 
10% de serum humain mactive par la chaleur. Diverses concentrations 
d'anticorps purifies ont ete ajoutees avec 0,2 ng/ml de PMA. Apres diverses 
periodes de temps, les puits furent radiomarques individuellement avec 1 
pCi (1 Ci = 37 Gbq) de ( 3 H)Tdr et recoltes 16 heures plus tard. 
L'incorporation du ( 3 H)Tdr a ete mesuree en utihsant un compteur a 
scintillation liquide (Rac Beta 1211/1212 LKB, Finlande). 
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S. Marquage au phosphate et immunomprecipi rations 

On a effectue le marquage au phosphore de la maniere 
suivante. On a lave deux fois des cellules T donees dans un milieu 
depourvu de phosphate contenant 5°6 de serum AB humain dialyse et on les 
5 a ensuite incubees dans le meme milieu a 50x10** cellules dans 1 ml 
pendant 30 minutes, a 37°C. 

Ensuite, on a ajoute 1 mCi d'acide [ ^P j-orthophosphor ique. 
Apres 3 heures de marquage, on a lave les cellules deux fois dans du PBS 
avant leur lyse dans 2-3 ml de tampon contena.n: 10 m\1 de Tns, pH S,2, 

10 contenant 1% de NP-fcG, 150 mM de NaCl. 1 mM d f EDTA. 1 mg/ml de BSA, 
10 mM de NaF, 1 mM de PMSF et 10 mM d'lodoacetamide. Les 
immunoprecipitations et Tanaiyse par SD5-PAGE ont ete pratiques comme 
decrits (25). 
9. Mesures de Ca 2 " . 

1 5 On a rnesure la concentration intracellulaire du Ca * comme 

decrit precedemment (26). En bref, on a lave deux fois des cellules de 
Jurkat dans un milieu contenant 25 mM d'HEPES (pH 7,2), 125 mM de NaCl, 
5 mM de KC1, 1 mM de Na 2 HPO^, 1 mM de CaCi 2 , 0,5 mM de MgCl 2 , et 1% 
de glucose (toutesles incubations et les lavages ulteneurs ont ete pratiques 

20 dans le meme milieu) et on les a remises en suspension a 30x106 
ceilules/ml en presence de 3 uM de Fura 2-AM (Calbiochem, meudon, 
France) pendant 30 minutes a 37°C dans Tobscunte. Apres cette periode 
d'incubation, on a dilue vingt fois la suspension cellulaire et on Pa incubee 
pendant 30 minutes supplementaires dans les memes conditions. Les 

25 cellules ont ensuite ete lavees deux fois et remises en suspension a 2xl0 6 
cellules/ml dans une cuvette a 37°C pour les mesures de Ca . 



II. RESULTATS 

30 A) ETUDE DE L'Acm BB18 

Dans une tentative pour definir les glycoproteines de surface 
cellulaire specifiques de Pactivation, on a, selon Tinvention, utilise des Acm 
obtenus par immunisations repetees avec des clones de cellules T humaines 
hautement fonctionnelles (21). En particuiier, on a initialement identifie 

35 sur le clone denomme B12(22) de cellules T de thymus humain un Acm, 
denomme BB18, reconnaissant un nouveau dimere a liaison disulfure 
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compose de sous-unites de 150 ^lOkDa. Cette structure qui est faiblement 
expnmee sur des lymphocytes normaux de sang penphenque, se retrouve 
rapidement fortement expnmee pendant Pactivation. 
. A.h Les Acm BB18 reagissent fortement avec les cellules T clonees et 
5 faiblement avec les cellules T humaines au repos par cvtof l uorometne 

de flux * 

Afin d'obtenir des anticorps monoclonaux definissant les 
etapes de Pactivation du lymphocyte T, on a immunise des souns Balb/c 
agees de six semames avec des cellules thymiques clonees humaines (22). 

10 Un Acm de 1'isotype lgGl, nomme BBIS, a ete ainsi isole. Le Tableau 1 
resume la reactivate de I'Acm susmentionne avec de nombreuses cellules 
humaines normales et hematopoietiques mahgnes. La molecule reconnue 
par cet Acm est faiblement expnmee sur des cellules T au repos mais pas 
du tout sur des cellules B provenant du sang penphenque ou d'organes 

15 lympoldes. Parmi les lignees cellulaires lymphoides leucemiques testees, 
toutes les cellules T etaient vivement marquees, tandis que les lignees 
cellulaires du lymphome de Burkitt n'etaient pas reactives. D'autres lignees 
cellulaires malignes telles que K562 (erythroleucemie), U937 (monocy tique), 
HL60 (promeylocytique) ou SKNSH (neuroblastome) n'etaient pas reactives. 

20 En revanche, des cellules T activees de longue date (clones de cellules T 
IL2-dependants) ou B (lignees cellulaires B EBV-transf ormees) se sont 
revelees positives avec cet Acm. De plus, le BB1S marquait fortement la 
hgnee YT de cellules tumorales NK, CD3 negatives activees et son mutant 
CD 25 negatif, YT2C2. La structure reconnue par BB18 apparai: comme 

25 fortement expnmee immediatement apres ^activation celluiaire comme le 
montre l'expenence cinetique representative pratiquee avec des cellules 
mononucleaires du sang penphenque d'un individu normal stimule avec de 
la PHA (Figure 1). L'accroissement precoce dans son expression s'est 
effectue en parallele a celle du C25 pendant les premiers jours de 

30 ^activation de la cellule T, mais elle est restee persistants Un accrois- 
sement similaire de la reactivite au BB18 a ete aussi observe quand les 
lymphocytes du sang penphenque (PBL) etaient stimules soit avec des 
cellules allogeniques, un Acm CD3, ou T1L2 (donnees non presentees). Par 
consequent, l'accroissement de la reactivite avec l'Anticorps BB1S definn 

35 clairement 1'etat d'activation chez les lymphocytes T. 
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TABLEAU 1 



Reactivate de l'Anticorps BB1S avec des populations de cellules hemato- 
poietiques 



Type de cellules 



% cellules, 
positives'" 



10 



15 



20 



25 



Population de cellules normales : 
PBL E~ 
PBL E" 

lymphocytes actives par la PHA 
cellules T donees IL2 dependantes 
monocytes 
granulocytes 

cellules sanguines rouges 
plaquettes 
cellules du thymus 
cellules d'amygdales E* 
cellules d'amygdales E~ 
cellules de rate E* 
cellules de rate E~ 
cellules EBV transformees 



malignes hematopoietiques 



Cellules 

CEMT 

MOLT** 

YT2C2 

Daudi 

Namalva 

NALM 6 

U937 

HL60 

K562 



Cellules malignes non hematopoietiques 
SKNSH (neuroblastome) 
U373MG (ghoblastome) 



(10) 
( 5) 
(10) 
(10) 



5) 
3) 
3) 
3) 
3) 
2) 
2) 
2) 
2) 
5) 



lOO 1- 
<5 
100 
100 

<5 
100. 
<5 fc 
<5 
30 
100 

<\ 

100 

< 5 t 

100 C 



100 
100 
100 
<T5 
< 5 
100 
<5 
<5 
<5 



<5 
<5 



30 



a Reactivite determinee par microfluorometry de flux 

b Toutes les cellules ont ete faiblement marquees par de l'Acm BB I S 
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A. 2. L'intensiie de la reacnvite avec FAnticorps BB13 se trouve diminuee 
peu de temps apres Tincubation avec du PMA . 

Comme I'expression de plusieurs structures inductibles par 
activation est regulee positivement par le PMA, on a vouiu determiner si le 
5 PMA etait capable d'augmenter rapidement la reactivate avec FAnticorps 
BB1S. De maniere surprenante, apres une incubation de 6 heures avec du 
PMA a 1 Mg/ m l« le marquage avec FAnticorps BB18 n'etait plus detectable. 
Comme on le montre dans Fexpenence representative presentee a la Figure 
2, la reactivite des celuiles T au CD3, au CD4 et a TAnticorps BB1S 

10 diminue lorsqu'on ajoute du PMA aux cultures. Plus precisement, apres 6 
heures avec du PMA, la regulation negative de la molecule reagissant avec 
TAnticorps BB18 est maximale tandis qu'une fraction importante des 
cellules avait perdu I'expression du CD^. La modulation de la molecule 
CD3 atteint son maximum apres 2^ heures tandis que la modulation du CD^ 

15 est achevee des apres 1C heures. En revanche, comme on Fa rapporte 
precedemrnent apres 2U heures de culture en presence de PMA, le CD25 est 
induit et I'expression de CD8 n'est pas modifiee par ce traitement. 
A. 3. Analyse biochimique de la molecule immunoprecipitee par 1'Acm BB1S 
apres marquage de la surface cellulaire . 

20 Afin de definir la molecule identifiee par 1'Acm 'BB 1 S, des 

clones de cellules T humaines ont ete marques avec de Flode 125 sur leur 
face externe, selon la methode a la lactoperoxydase, et lyses. Les 
immunoprecipites au BB1S obtenus a partir de ces lysats de cellules 
marquees ont ete ensuite analyses par SDS-PAGE. L'autoradiographie 

25 montree a la Figure 3 indique que 1'Acm BBiS immunoprecipite, a partir 
d'un clone de cellules T representatif. Une bande predominante migrant 
sous des conditions non-reductnces avec une Masse moleculaire d'approxi- 
mativement 300 kDa. Des Acm CDlS ,, M232 n utilises comme controle 
immunoprecipitent trois bandes de proteines a partir du meme lysat 

30 caracteristiques des molecules CD18 et de deux differentes molecules 
CDil, tandis qu'aucune bande de proteine n'est obtenue avec un Acm 
inapproprie de type IgGl. De plus, comme on le montre a la Figure 
Fimmunoprecipite obtenu avec I'Anticorps BBIS consiste principalement en 
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homodimeres lies par des ponts disulfures d'emiron 300 kDa dans la 
premiere dimension non-reductrice, qui se resoud dans une seconde 
dimension reductrice en une bande proteique predominante d'environ 150 
kDa en dessous de la diagonale du gel a deux dimensions. 
5 fr. Une stimulation avec des Acm BB18 solubles induit une proliferation des 
LSP en presence d'une concentration submi togenique de PMA . 

II a ete montre precedemment que la stimulation de certaines 
molecules de surface, avec leur anticorps agoniste, en conjonction avec du 
PMA, induit une proliferation des lymphocytes T (24, 25, 26). Par 

10 consequent, on a teste la possibilite que la proliferation cellulaire puisse 
etre induite par des doses submitogeniques de PMA et des Acm BB1S 
purifies. Les resultats d'une experience representative de cinetique, 
montres a la Figure 5, indiquent que des Acm BB13, utilises soit a 5 soit a 
10 pg/ml avec 0,2 ng/ml de PMA, induisent une forte reponse proliferative 

15 sur des PBMC fraichement isolees atteignant un pic au jour U. Dans des 
conditions experimentales simiiaires, un Acm CDl M L404 n d'isotype 
identique s'est avere incapable de declencher une proliferation de 
lymphocytes, tandis qu'ainsi qu'on i'a rapporte precedemment, un Acm CD3 
stimule vigoureusement la proliferation cellulaire. 

20 On a done identifie une nouvelle structure de surface de 

cellule lymphocytaire humaine avec I'Acm denomme BB18. La molecule 
immunoprecipitee en utihsant le BBI8, a partir de lysats de lymphocytes T 
clones marques en surface est apparue comme etant un homodimere lie par 
des ponts disulfures comprenant des sous-unites d'environ 150kDa. Cette 

25 structure est faibiement detectable sur des lymphocytes T de sang 
peripherique au repos, tandis que son expression augmente rapidement 
apres Tactivation de la cellule T et se maintient a ce niveau eleve pendant 
un certain temps apres le decienchement initial. Au surplus, TAnticorps 
BB18 reagit vivement avec toutes les cellules T donees testees quel que 

30 soit leur phenotype CD4/CD8 et leur TcR (donnees non presentees). La 
distribution cellulaire indique que l'Acm BB1S ne reagit pas avec des 
cellules B au repos, tandis que des cellules B EBV-transformees de longue 
date sont faibiement marquees. 
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En revanche, des hgnees cellulaires de lymphome de Burkit (Daudi et 
Namaiva) manquent clairement de reactivite. Qui plus est, des hgnees 
cellulaires lymphoides leucemiques mais pas myelomonocy tiques sont 
reactives au BBI8. La distribution cellulaire, ainsi que l'analyse 
5 biochimique de la structure reconnue par BB18, ont etabh que cette 
molecule est differente de toutes ies structures de surface de leucocytes 
precede m men t connues. 

Les fonctions d'autres molecules de surface, telles que LFA-1, 
CD<* et CD8 ont ete demontrees par la faculte de certains Acm specifiques 

10 d'inhiber les activites tueuses naturelles ou cytotoxiques des lymphocytes T. 
Les tentatives pour inhiber, avec un Acm BB18 punfie, la fonction 
cytotoxique de lymphocytes ailosensibihsees in vitro 6d., de lymphocytes T 
clones cytotoxiques ou de cellules NK n'ont pas ete couronnees de succes. 
Les resultats suggerent que l'epitope reconnu par 1'Acm BB18 n'est pas 

15 implique dans les fonctions cytotoxiques, pas plus que dans l'adhesion de 
l'effecteur a la cellule cibie. 

Le fait que des cocultures de PBMC avec des concentrations 
submitogeniques de PMA et de 1'Acm BB18 punfie aient eu pour resultat 
une reponse proliferative vigoureuse, atteignant un maximum au jour U est 

20 particuherement interessant. Neanmoins* la reponse comitogenique mesuree 
dans ces conditions expenmentales n'atteint pas la magnitude de la reponse 
observee avec un decienchement au CD3. II est a noter que les reactivites 
au CD3 et au BB18 diminuent toutes deux apres incubation des LSP avec du 
PMA. Neanmoins, la cinetique de la diminution de reactivite est differente 

25 pour les deux structures. 

Plusieurs molecules ont ete decntes, lesquelles, une fois mises 
en reaction avec un Acm agoniste dans des conditions appropnees, sont 
capables de transduction de signaux comitogeniques avec du PMA. La 
molecule CD28, un homodimere de kDa a ponts disulfure, exprime de 

30 maniere preferentielle sur une sous-population de cellule T, a ete la 
premiere structure decrite induisant des signaux costimulateurs (25, 26). 11 
a ete montre que Teffet s'exerce par regulation de la stabihte de I'ARNm 
codant pour les lymphokines (27). 
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D'autres exempies de molecules mediatrices de signaux costimulateurs 
incluent la molecule CD26 (4, 5), idennfiant la dipeptidy Ipeptidase IV, qui 
est une structure de 120 kDa ; CD69, un heterodimere d'activauon tres 
precoce a ponts disulfure, de 23, 32 kDa (17, 18) ; la molecule specif ique de 
5 la cellule T identifiee par l'Acm 10D1, qui est un homodimere a ponts 
disulfure de 90 kDa (28) ; CD60"UM4D4" reconnaissant une structure 
hydrocarbonee exprimee sur divers gangliosides (29). Les Acm CD43 sont 
particuherement interessants, identifiant une glycoproteine fortement 
sialylee de 95 kDa, laquelle de maniere similaire aux Acm CD3 et CD2 
10 peut directement declencher Tactivation des cellules T en presence de 
monocytes. II a ete rapporte recemment qu ! un anticorps monoclonal 
reagissant avec CD5, a la difference de l'Acm du CD5 precedemment 
decrit, etait capable d'induire une proliferation de cellules T en presence 
de monocytes (15). Cela a evoque la possibihte que seuls certains epitopes 
15 de Ja molecule CD5, comme dans le cas de la CD2, soient impliques dans 
Tactivation des cellules T. Finalement, il convient de mentionner que, 
contrairement a l'epitope reconnu par I'Anticorps BB18, 1'expression de 
surface de la majorite des structures de transduction du signal n'est pas 
augmentee durant Tactivation de la cellule. 
20 Bien que des cellules T humaines puissent etre activees par le 

biais de plusieurs molecules de surface distinctes, ces voies d'activation 
semblent partager des mecanismes de transduction de signal communs. 11 
est bien connu que Tactivation de la cellule T via CD2 ou CD5, mais non 
pas via CD43 (16) est dependante de Texpression de CD3-TcR. Bien 
25 qu'aucun lien physique de la molecule BB18 avec le CD3-TcR n'ait ete 
demontre selon l'invention, (l'Acm a marque les lymphocytes YT2C2 
CD3-TcR negatifs), des liens sont possibles avec des composants tels que la 
chaine <^ du CD3. 

30 B) ETUDE DE L'ANTICORPS BD16 

B.l. Les Acm BD16 et BB18 reconnaissent une structure identique sur les 
cellules T humaines 

Afin d'obtenir des anticorps monoclonaux definissant les 
etapes de 1'activation du lymphocyte T, on a immunise de maniere repetee 
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des souns Balb/c agees de 6 semaines avec des cellules thymiques clonees 
humaines (22). On a rapporte ci-dessus qu'un Acm de l'isotype IgGl, nomme 
BB18, reconnaissait une molecule exprimee a un niveau faible sur des 
cellules T au repos, mais pas du tout sur des cellules B ou des monocytes du 
sang peripherique ou des organes lymphoTdes. De plus, la structure 
identifiee par BB18 est apparue comme fortement exprimee immediate- 
ment apres Pactivation cellulaire. Ensuite, dans une fusion differente, on a 
isole un second Acm, nomme BD16, presentant un motif de reactivite 
similaire dans des etudes d'immunof luorescence et immunoprecipitant une 
structure dimenque a ponts disulfure de 300 kDa provenant de la surface 
de la cellule T. Afin de determiner si BB18 et BD16 identifiaient la meme 
structure, on a pratique une analyse biochimique supplementaire de la 
molecule immunoprecipitee par les deux Acm apres le marquage de la 
surface cellulaire. Des clones de cellules T humaines ont ete marques sur 
15 leur surface externe, selon la methode a la lactoperoxydase, et lyses. Les 
immunoprecipites de BB18 et BD16 obtenus a partir de ces lysats de 
cellules marques ont recu un traitement ou un traitement simule avec de 
l'endo-F avant d'etre analyses dans des conditions reductnces par 
5D5-PAGE. La Figure 6 represente une autoradiographic revelant une 
20 bande identique d'approximativement 120 kDa dans les deux immunopre- 
cipites traites a l'endo-F, tandis que la bande caracteristique de 1 50 kDa a 
ete obtenue avec les echantillons ayant recu un traitement simule. Ces 
resultats ont fortement indique que les deux Acm reagissaient avec une 
structure identique de la surface cellulaire. Une preuve supplementaire a 
25 ete obtenue apres digestion par la protease V8 de la bande de 150 kDa 
imunoprecipite au BB18 et au BD16, isolee a partir d'un gel one-D. Les 
resultats, presentes a la Figure 7, ont revele que BB18 et BD16 etaient 
sondes en trois polypeptides pnncipaux, ce qui a resulte en un motif de 
bandes identiques apres la digestion a la protease V8. 
B.2 . La structure de surface identifiee par les Acm BD16 et BB18 subit une 
regulation negative sur des PBL lors d'une preincubation avec BB1S 
Afin de determiner si l'expression de la structure reactive 
avec les Acm BB18 BD16 etait modifiee par une interaction avec ces Acm, 
on a incube des PBL pendant des periodes variables avec des concenrations 
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saturantes. soit de l'Acm, sou d'un IgGl non pertinent comme temoin. La 
Figure 8 montre qu'apres 8 heures d'mcubation avec un Acm BB18, ia 
structure reactive avec BB18 ou BDI6 n'etait plus detectee par un Acm 
biotinyle BB18 ou BD16. L'utilisation d'une Ig anti-souns de chevre 
marquee au FITC a revele que l'Acm BB18 n'etait pas present a la surface 
ceilulaire des cellules pretncubees avec l'Acm BB18 et ne pouvait pas etre 
responsable du manque de reactivite du BB18 biotinyle. On notera que la 
modulation de ia molecule reactive pour leBB18 n'a pas modifie la 
reactivite d'un Acm CD18 ,, M232" vis-a-vis des cellules traitees. La meme 
figure indique qu'une preincubation des PBL avec des concentrations 
saturantes de BD16 n'a produit qu'une modulation partielle de la molecule 
reactive au BD16/BD18, meme apres 2U heures de preincubation. De plus, 
les resultats presentes a la Figure 8 ont suggere que BB1S et BD16 
pouvaient identifier des epitopes distincts d'une structure de surface 
15 identique. L'Acm BB1S biotinyle a marque un nombre de cellules 
comparable a celui des cellules marquees par 1'immunoglobuline anti-souris 
de chevre (GAM) marquee au FITC apres 2k heures de pre-incubation des 
cellules avec l'Acm BD16, tandis que la fixation de l'Acm BD16 etait 
completement inhibee. Pour confirmer le fait que les deux Acm ldenti- 
fiaient des epitopes distincts, nous avons pratique une experience 
supplementaire t dans des conditions qui empechaient une regulation 
negative de la structure de surf acecellulaire reactive au BB18 (Figure 9). 
Alors qu'une quantite saturante de BB18 a inhibe la fixation du BB18 
biotinyle et pas celle du BD16 biotinyle, sur les PBL, une quantite 
25 saturante de BD16 n'a pas empeche la fixation de BB18 biotinyle. Pns 
ensemble, ces resultats indiquent que BB18 et BD16 identifient deux 
epitopes distincts de la meme structure de la surface lymphocitaire. 
B.3. La molecule de surface ceilulaire de 150 kDa reactive aux Acm BB18 
et BD16 est une phosphoproteine et l'Acm BD16 coprecipite une 
structure phosphorvlee de 100 kDa . 

On a pratique une caractensation biochimique supplementaire 
de la structure reactive au BB18 et au BD16 apres marquage metabolique 
au P de cellules T donees. Dans des conditions non reductrices, on a 
obtenu une bande unique de 300 kDa pour les deux immunoprecipites 
(Figure 10), et dans des conditions reductrices, on a detecte une bande 
principale phosphoproteique de 150 kDa (Figure 10 et Figure 11, partie 
gauche). Cette proteine a migre a exactement la meme masse moleculaire 
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apparente que ies bandes proteiques de 150 kDa observees apres le 
marquage de la surface cellulaire (Figure 11, partie droite). On notera 
qu'on a observe reguherement une bande phosphorylee supplementaire de 
100 kDa seulement dans Ies immunoprecipites au BD16 en conditions 
reductrices (Figure 10, partie droite et Figure II, partie gauche). On n'a 
jamais observe cette bande supplementaire dans les immunoprecipites de 
BD16 provenant de lysats de cellules marquees a seule face externe. Au 
surplus, la decouverte du fait que cette bande phosphorylee de 100 kDa 
n'etait pas visible dans les immunoprecipites de BDI6 analyses dans des 
conditions non-reductrices (Figure 10, partie gauche), suggere que cette 
bande supplementaire formait des multimeres de masse moleculaire plus 
elevee n'entrant pas dans le gel. 

B.4. L'Acm BB18. a la difference de 1'Acm BD16. induit une mobilisation du 
calcium intracytoplasmique faible mais significative dans les cellules 
1 5 de Jurkat 
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On a precedemment rapporte que TAcm BB18 decienchait une 

proliferation des PBL lorsqu'on utilisait en conjonction avec des doses 

submitogeniques de PMA (30). Dans des conditions expenmentales 

similaires, I'Acm BD16 n f est pas parvenu a activer les PBL (donnees non 

presentees). Afin d'explorer les differences possibles de signalisation 

biochimique responsables de ces resultats contrastes, on a mesure les 

concentrations intracellulars en Ca 2 * apres incubation de la hgnee 

cellulaire T Jurkat avec un Acm purifie BB18 ou BD16. Les resultats d'une 

experience representative sont presentes a la Figure 13 et indiquent qu'on 

25 a obtenu une augmentation faible mais reproductible de la concentration 

en Ca * intracellular seulement avec l'Acm BB18. De plus, une addition 

ulteneure d'Acm CD3 purifie apres i'Acm BB18 a resulte en la mobilisation 

rapide attendue de Ca 2 * (Figure 12, courbe a). II est a noter que la 

2* 

mobilisation de Ca induite par i'Acm CD3 apres 1'incubation au BD16 
30 (Figure 12, courbe b) avait reguherement une magnitude inferieure a celle 
obtenue apres le declenchement au BB18. La reticulation de I'Acm avec un 
antiserum anti-souris de lapin n ! a pas modifie le resultat. 
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B.5. La proliferation des PBL induite par le CD3 est inhibee par I'Acm 
BD16 mais pas par I'Acm BB1S . 

Afin d'etudier plus avant la difference entre les roles joues 
par rintermediaire des deux epitopes reconnus par les Acm BB18 et BD16, 
on a etudie leur effet sur la reponse proliferative des PBL a un Acm CD3 
"OKT3" soluble ou immobilise. Comme on 1'indique au Tableau 2, on a 
obtenu une reponse proliferative tres forte des PBL avec I'Acm CD3 
immobilise sur du plastique, avec un pic de reponse le jour U, tandis que la 
reponse des LSP a I'Acm soluble CD3 "OKT3" eikn d'une magnitude plus 
faible. Dans cette experience cinetique representative, I'Acm BB18 n'a pas 
modifie la reponse proliferative des PBL a l f AcmCD3, qu'il soit sous forme 
soluble ou immobilise. Par contre, la presence d'Acm BD 16 punfie dans la 
culture a mduit une forte inhibition des reponses proliferates induites par 
le CD3. On a observe cette inhibition a tous les points de mesure aussi bien 
dans le cas d'une proliferation induite par un CD3 soluble qu'immobihse, et 
elle representait approximativement une inhibition de 50%. 

La prolife ration des PBL induite par le CD2 est fortement accrue par 

I'Acm BD16 mais pas par I'Acm BBI8 . 

En plus de I'Acm CD3, on a montre que certaines paires d'Acm 
CD2 etaient fortement comitogenes pour les LSP. Cet effet se manifeste 
en presence de nombres variables de cellules accessoires (31). On a teste 
les effets fonctionnels des Acm BB18 et BD16 sur une proliferation de LSP 
induite par le CD2. La Figure 13 montre qu'apres le pic de proliferation 
attendu en reponse a DC2X1 1 et D66 au jour <f, la reponse a decru tres vite 
aux jours 5 et 6 (31). Dans cette experience cinetique representative, I'Acm 
BB18 n'a pas modifie la cinetique de la reponse proliferative des PBL. De 
fa?on surprenante, en presence d'Acm BD16 punfie dans la culture, la 
reponse proliferative maximale a ete prolongee jusqu'au jour 5, et a 
dimmue ensuite. Cela a resulte en un doublement de la cpm au jour 5. 
Enfin, cette reponse proliferative au CD2 prolongee, induite par I'Acm 
BD16, a ete observee independamment de la paire d'Acm CD2 utilisee. 
Comme on 1'indique au Tableau 3, au jour 5 de la culture, quand les 
reponses proliferatives a diverses paires de CD2 declinaient, I'Acm BD16 a 
induit une proliferation accrue avec chacune des combinaisons de CD2. A 
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nouveau, on notera que cet effet d'amphf ication a ete limite a I'Acm BDI6 
et n'a pas ete observe avec l'Acm BB1S ou avec des Acm CD2 solitaires 
(donnees non presentees). 

5 

TABLEAU 2 

L'Acm BD16 mhibe la proliferation de PBL induite par le CD3 

10 



Culture Incorporation de [3H]-TdR (cpm) 



Jour 3 Jour 4 Jour 5 

15 



Milieu 


470 


340 


740 


CD3 immmobilise 


124790 


232960 


169030 


CD3 immobilise+BBl 8 


127340 


235820 


178230 


CD3 immobilise + BD16 


55670 


1 10370 


122650 


CD3 soluble 


4600 


1 1590 


11210 


CD3 soluble+BB18 


6270 


1 1730 


14 330 


CD3 soluble+BD16 


1820 


6350 


6S0C 



25 

On a incube des PBL fraichement isoles pendant diverses 
durees avec ou sans Acm, ainsi que cela a ete decrit dans la section 
"Materiel et Methodes". Les Acm BB18, BD16 et CD3 solubles et purifies 
30 ont ete utilises a des concentrations finales de 5 pg/mh 

• cpm incorpore par PBL. Les resultats sont exprimes comme la 
moyenne d'echantillons triples pour lesquels le ESM a toujours ete inferieur 
a 10?6 de la moyenne. 

35 
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TABLEAU 


3 




L Acm BD16 accroit 


la reponse proliferative des PBL 


a diverses paires 










) Acm 


Incorporation 


de [3H]-TdR 


en presence de 




Milieu 


Acm BB18 


Acm BD16 


Pas d'Acm 


810* 


440 


2460 


CD2X1 1 -D66 


37190 


41380 


73900 


10 CD2X1 1 -GT2 


7i*0Q 


10040 


21480 


D66*GT2 


4950 


3500 


9160 



Les PBL ont ete cultivees 5 jours dans le milieu, des Acm CD2 
15 seuls avec ou sans BB18 ou BD16 comme temoin (resultats non exposes) ou 
une ccmbinaison des Acm CD2 avec ou sans Acm BB18 ou BD16. Une 
proliferation significative n'a ete observee que dans les puits contenant des 
paires d'Acm CD2. Les Acm CD2 ont ete utihsees sous forme de fluide 
d'ascites dilues, alors que BB18 et BD16 etaient des Acm purifies utilises a 
20 des concentrations finales de 5 pg/ml. 

♦ cpm incorpore par PBL. Les resultats sont expnmes comme la 
moyenne d'echantillons triples pour iesquels le ESM a toujours ete inferieur 
a 10% de la moyenne. 
25 DEPOT DES ANTICORPS 

Les lignees de cellules d'hybridomes produisant les anticorps 
BD16 et BB18 ont ete deposees a 1'European Collection of Animal Cell 
Cultures (Porton Down, Salisbury, Wiltstrive SP4 03C, England), le 7 janvier 
1992 et ont re?u les numeros 92010801 pour 1'anticorps BDI6 et 92010802 
30 pour l'anticorps BB18. 

Les lignees de cellules d'hybridomes produisant les anticorps 
BM4, BM 71 et BM63 ont ete deposees a V European Collection of Animal 
Cell Cultures (Porton Down, Salisbury, Wiltstrive SP4 03G, England) le 12 
janvier 1993 et ont re<;u les numeros 93 011201 pour BM**, 93 011202 pour 
35 BM71 et 93 011203 pour BM63. 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine antigenique consistant en une glycoproteine 
phosphorylee de poids moleculaire de 1 50 ^ lOkDa determine par 
electrophorese de type SDS PAGE dans des conditions reductrices, exprimee 
a la surface des lymphocytes T de sang humain de preference actives. 

2. Proteine antigenique sous forme d*un homo-dimere a liaison 
disulfure de poids moleculaire de 300 20kDa determine par electro- 
phorese de type SDS PAGE dans des conditions non reductrices, exprimee a 
la surface de lymphocytes T de sang humain de preference actives, 
composee de sous-unites selon la revendication 1. 

3. Derive d'une proteine selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce qu'il s'agit de la proteine ou un fragment comportant les 
sites antigeniques essentiels de la proteine, sous forme glycosylee ou non 

15 glycosylee ou comportant des glycosylations non naturelles. 

4. Derive d'une proteine selon Tune des revendications 1 a 3 
caracterisee en ce qu'il s'agit de la proteine ou un fragment de celle-ci 
comportant les sites antigeniques essentiels, sous forme phosphorylee ou 
non phosphorylee ou comportant des phosphorylations non naturelles. 

20 5. Proteine ou derive selon Tune des revendications 1 a U 

caracterisee en ce qu'elle comporte un marquage permettant son dosage in 

vitro ou sa localisation in vivo ou ex-vivo. 

6. Anticorps dirige contre la proteine selon Tune des 

revendications 1 a 5. 
2 ^ 7. Anticorps monoclonal reconnaissant un epitope d'une 

proteine selon Tune des revendications 1 a 5. 

8. Anticorps selon la revendication 6 ou 7 caracterise en ce 
qu^l s'agit d'une immunoglobuline de sous-classe IgGj. 

9. Anticorps selon Pune des revendications 6 a 8 caracterise en 
30 ce qu 1 !! est produit par une lignee de cellules d'hybridome deposee a 

TECACC sous le numero 92010801 pour Tanticorps BD16. 

10. Anticorps selon Tune des revendications 6 a 8 caracterise 
en ce qu'il est produit par une lignee de cellules d'hybndome deposee a 
l'ECACC sous le numero 92010802 pour Panticorps BB18. 
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11. Anticorps seion Tune des revendications 6 a 8 caractense 
en ce qu'il est produit par une hgnee de cellules d'hybridome deposee a 
l'ECACC sous le numero 93 011201 pour l'anticorps BM^. 
5 12. Anticorps selon Tune des revendications 6 a 8 caractense 

en ce qu'il est produit par une hgnee de cellules d'hybridome deposee a 
l'ECACC sous le. numero 93 011202 pour l'anticorps BM7I. 

13- Anticorps selon l'une des revendications 6 a 8 caractense 
en ce qu'il est produit par une hgnee de cellules d'hybridome deposee a 
10 l'ECACC sous le numero 93 01 1203 pour l'anticorps BM63. 

14. Anticorps selon Tune des revendications 5 a 13 caractense 
en ce qu'il comporte un marquage permettant son dosage in vitro ou sa 
localisation in vivo ou ex-vivo. 

15. Lignee de cellules d'hybridome, caractensee en ce qu'elle 
15 est capable de produire l'anticorps monoclonal selon Tune des revendica- 
tions 6 a 14. 

16. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon les revendica- 
tions 9 a 13 pour immunoprecipiter des proteines selon les revendications 1 
ou 2. 

20 17. Kit de diagnostic comportant une proteine ou un des 

anticorps selon Tune des revendications 1 a 14. 

18. Utilisation d'une proteine ou d'un anticorps selon Tune des 

revendications 1 a 14 pour le diagnostic rapide d'un etat deactivation 

precoce des cellules T lymphocytaires. 
25 19. Medicament comportant, a titre de principe actif, une 

proteine ou un anticorps ou leurs fragments seion Tune des revendications 1 

a 14. 
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